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先天 性風疹症候群(C R S)を研究 す る に あ た り, 風疹 ウ ィ)L/ス (R V)の経胎盤感雲如こつ い てin vitr｡
実験を行 な っ た . 材料 は正 常 また は R V感染妊婦か ら人工 流産に よ り得た絨毛, 脱落膜 , 胎 児組織を開い
た
.
R V感染妊婦 の 風疹赤血球凝集抑制抗体価お よ び補体給合抗体価 は, 1:512, 1:16 であ っ た. R V感
染妊 婦よ り得た絨毛 お よ び胎児(C R, F R) 細胞か ら R V が分離 され , 中和試験に よ り 分離 ウ イ ル ス の 抗原
性, 生物学的性質は R V樽準株 M - 33 と類似 して い る こ と が 示 され た. こ れ ら C R およぴ F R細胞は堵餐
液中に常に 102 ～ 104F F U(フ ォ ー カ ス形成単位)/0.1ml の R Vを放出 し, 螢光抗体法 (I F) で は 1～ 2 ケ月
の間陽性 を呈し, R V持続感染である こ と が証明さ れ た . しか し, R V感染妊婦より得た脱落膜(D R) 細胞
で は, R V産生 は認め られず, 膵 も陰性であ っ た. 正常妊婦より得 た絨毛(C N)細胞の in vitl･0 増資細胞
に R Vを感染させ る と, R V持続感染とな っ たが, 正常脱落膜(D N) 細胞 で は成立 しな か っ た . こ れ ら R V
持続感染C N細胞に お い て も R V が常に藤生され,IF陽性である こ とが証明 された. また,絨毛癌由来 BcW ｡
細胞を用い て R V感染実験を行っ た結凰 CN細胞の場合と同楓 R V持続感染系が容易に成立し. た
.
こ の
時, BeW o 細胞 にお ける 人絨毛性性腺刺激ホ ル モ ン 活性は R V感染の初期に極め て抑制 さ れ たが , そ の后
次第に正常域ま で 回復した. なお , 絨毛細胞内に潜伏内在す る C 型 R N A ウイ ル ス が R V感染に より活性
化され, C R S発生 に関与す る可能性を考え, 逆転写酵素酒性 を測定したと こ ろ, R V感染 C R, C N細胞培
養系か ら抽出した培養鞭の少数例 に有意に高い 悟性 が見出され た. 以上の 所見よ り, 絨 毛細胞は R V に対
す る感受性が強く, 容易 に RV 持続感染となるが , 脱落膜細胞 で は これ らの傾向を認 め な い こと が 示唆さ
れた . R V の経胎盤感染の実態 は, 絨毛細胞感染を経て, その結果成立する持続感染である と 思わ れ る.
Eey w o rds r ubella viru s, Cho rio nic c ell, tr a nS- Plac e ntal infe ctio n,
pe r siste nt infe ctio n
妊 娠中の風疹 vir u s(rubella viru s :R V) 感染 に よ
る 胎児異常発生 は, 先 天 性風疹症候群 (c o ngenital
r ube11a syndr o m e :C R S) と し て知 られ て お り, その
予防 は近年社会問題 と も な っ て き てい る .
C RS の報告 は 1941年, オ ー ス ト ラ リ ア の 眼科医
Gregg
l)が 白内障と の 関係 に つ い て報告 したの が最初で
あ る
.
そ の後, 特 に1962～ 1964年, 米国に お け る風疹
大流行後 の大量の異常児発生 に つ い て 数多く の 研究が
なさ れ2ト1 0), R V の研究 は大 き く発展す る事 と な っ た .
近年で は, 本症発生機転 の 解明 に は, 免疫1 1卜 川 , イ ン
Studies o nTr a n s-Pla c e ntal Infe ctio n of
Of Vir olog y(Director:Prof. M . Hata n o),
タ ー フ ェ ロ ン7) 1 5)な どの 概念も 導 入 され , 同時に その予
防 と し て弱毒風疹生 va c cin eの 開発 に 至 っ て い る . し
か し, C R S発生機序 に 関し て はしユ まだ 不 明点も多く,
ワ ク チ ン に よ る 予 防は 可能 であ っ て も, 治療ある いは
C R S発生 の 診断 は容易で は な く, 近年ま す ます-→ 般の
妊婦風疹感卓如こ対す る関心 は高ま り つ つ あ る .
C R S発生機序解明に は R Vの 経胎盤感染の 実態, お
よ び 胎盤経由 R V感染成立の 特異性 を検討する必要が
あ る
. 胎児 へ の 風疹感染径路 は, 経胎盤感染 (tr ans･
pla c e ntal infe ctio n) あ る い は 血行性胎盤胎児感染
Rubella V iru s. :Kohichi Sugiu r a, Departm e nt
Ca n ce rRes erch Institute, Ka n a z a w aUniver
･
Sity a nd Departm e nt of O bstetrics a nd Gyn e c olog y(Dir ector:Pr of. S. Ku w abar a), Ka na･
Z a W aM edic al University.
風疹 -ソ ィ ル ス の 綽胎盤感染に 関す る 研究
(hem atOgen O u SPla c e nt()
･fetal infe ctio n) と 考え ら
れてい る
1 6 卜 20)
.
す な わ ち R V は柑体循確に 偵人 し vi･
remia とな り, 胎盤感鵜を起 し, こ こ で増殖 し た viru S
が胎児血中 へ 入 る.
… 方 , 胎盤 は妊娠中の 外部か ら の




には, この 胎盤関門 を通過し な く て はな らな い . し か
し従来の C R S発生な どの 疫学統計な ど か らみ ると, RV
は比較的容易 に経胎盤感珠が お こ f), 妊娠 8遇以 舶の
母体の R V感染で は, 胎盤 へ は 鵬% が, 胎児 へ は 5()%
の感染移行が あ ると 雷わ れ て い る
2 1)
. C RS の 発生頻度
は報告者によt)異なり, 妊娠初潮感狼で 9.7
221 ～ 57.923}%
とされて い る . 著者は, こ れ ら絹胎盤感染の 絆紬 を検
討する目的で, R V感染と 胎蔓臥 特に 絨屯細胞 と 山 関係
につ い て細胞増魔法に よ る研究 を行な っ た .




i) 風疹感染妊 婦山 楽絨 毛 (ch()rio n), 脱 落
(decidu a), 胎児 (fetu s) 細胞 : 発疹, リ ン パ 節腫脹
など典型的な風 疹症状が 出現 し てか ら約 7 ‖‖の 妊婦
に対し人工 妊娠中絶術 を施行し, 得 ら れ た 子種内容物
を胎盤と胎児に わ け, さ ら に 前者は絨毛 お よ び脱落膜
に分離し, 各々 を初代培蔑に 供 した
. 忠 一緒は この 時椎
娠12過で, 血清学的棟備 に て風疹 ′れ血球凝牒沌1喘り( H I)
抗体価512倍, 補体結合(C F)抗体仙 1(‖如 順 性傾が
見られた.
ii). 正常 ヒ ト絨毛 お よ び脱落膜細胞 : 臨床的, 血酒
学的に 風疹感染が否定 され , ま た妊娠経過 に 流劇 壇向
などの 異常を認め な い 妊娠 を対象と し て, 優性保護法
に基づい て人工 妊鋸中絶術 を施けし掛
-
, れ た 子宮内零
物を,絨毛お よ び脱落膜 に 分 離し. 初代培養を行 な っ た .
本実験で は, 風疹非感染初代 ヒ ト絨毛 細胞 と し て 3 株
(C N-1: 妊娠1 2過, C N-2: 妊 娠 7過 , C N∴i: 妊
娠6過), お よび 風疹非感染初代 ヒ ト脱落膜細胞 と し て
1株 (D N-3: 妊娠 6遇) を用しゝた .
これら, i), ii)の細胞培養 に は 10% 牛胎児血清加
Dulbec c o
'
s m odified M E Mを用い た.
2) 絨毛癌細胞(BeW o): 既に 樹た化 され た絨毛癌細
胞として Patti1lo ら 細 に よ る BeW o が よ (知 られ て い
る
.
この 細胞 は, ヒ ト絨毛性性腺刺激 ホ ル モ ン(hu m a n
Chorio nic go n adotr opin :H C G) な どの ho r m o nを分
泌し, 癌細胞で は ある が絨毛細胞の 性格 を有す る c e11
Iineとし て RV の経胎盤感染の 1 つ の モ デ ル に 本細胞
を用い た
.
BeW o 細胞培養に は W aym o uth
,
s M B 752
43
･1 50%, Gey's BSS 40% , 牛胎児血清1 0%の培薬液
を用 い た.
:3)Ver o対朋包: R Vに よる特異的細胞変性効果(cyto･
pathic effect: CPE) を観察 し, R V分離 に 本細胞 を
用 い た. 2%c alfs e ru rnを含 む Eagle
,
s M E M で継代
培饗 し, RV sa mple 感 染後 は calf se ru m撫棒
Eagle
'
s M E M で維持し た.
4) R K∵ 13細胞 : RV の 力価測定, す な わ ちfo c u s
fo rming a s say に 用 い た . 通常の増穂紙代 に は 5%c alf
Se ru m を含む Eagle
'
s M E M を使用 し た.
2
.
Viru s: R Vの 櫻準株と して, 既 に 金沢大学が ん研
究所ウ イ ル ス郎 に て clo ning され た M - 33株を用い た｡
Ve ro細胞盾 用 い て継代増穂 させ - 80
¢
c にて保存 したも





紙毛, 脱落膜, 胎 児組織の初代壇談法: 従来よ り,
特に 絨毛和柑包の 初代培凍 は比較的困難とされ てい るが,
い い Jか の 報告が あ る35)261. 著者ほ, 種々 の条件 の も と
に 初代絨毛細胞 の 増発法に つ い て基礎実験を行い 検討
した
ヱ7I
. そ の 結 果, Fig.1 に 示す 方法が, 収魔お よ び そ
の 後の 増穂率の 点に お い て 靡も適当であると 考え, 本
法に よ っ て 増強実験を行な っ た. 脱落膜お よ び胎児細
胞も同様の方法に よ っ た . す な わ ち組織 を分離 し, 充
分に 洗潤後 Dispa s e2 8-500u/ml に て 37
0
C, 5分間綾徐
に か く は ん して細胞を分散し, Clo sedsyste m に て 37
0
C
で 静置増資を子fな r) た . 細胞培凍に は常に 1～ 2×10$/
t｢OP110bl(ほtic tlssしje S
l
印□Sn l11q Hlt11 hq nks B S u【ld 蛙 一 曲 ● ′ nledlum
J
r enIO V u1 0†'IIO nl r ophot)lo s= c =ssues
J
〔ut C,ff bysい 5 S しけS i【1tO 釧1011Ⅰ〕1e ces
I
H U Sil川闇 hltll LJト｣ 〔j
J






Ⅶぢnet‡c てtir~r e ｢ノ 51 11n ′ 0こ ぅ7さC
｣
†‖t 柑 tjo rl= =■DU姉=1肥t〔】l l-1e Sn
J
川口 SIl l =9 Hitll DF-ユ0
J
C ellco u =t
J





StOn〔Iing cultu ｢ e(clし,Se(j sysとd･り
● tlF-10: Dulbe c o ′s modiFied MEM, FetcI colfse rum( 10冤)
NoHCO)(0.1鼠)cInd c[ntlb10tic s
Figl･ M ethod of prirIla ry C ultu r e oftr ophoblastic
c eIIs
44
ml の細胞濃度 を用い た .
2
.
R V感染妊婦由来細胞初代培養お よ びそれ よ りの
ウイ ル ス 分離と同定.
1) 初代培養と R V分離 : 前述の 1.と 同 じ方法で in
viv o風疹感染妊婦由来絨毛, 脱落膜お よ び胎児細胞 を
継代培養 した. その 培養液 の 1000rpm , 1 0分, 遠沈 し
た上滑 を細胞外放出 R V の検出 に 用い た. ま た , こ の
時の細胞の凍結融解3回後, 1000rpm , 10分, 遠沈 し
た上 滑 を細胞内 R V の検出に供 した.
Ha nks B S S で 2回流淋 した c o nflu e ntな Ve r o細胞
に 検体 を 0.5ml, 37
0
C で 90分間吸着 さ せ た 後, 再 び
Ha nks BS Sで洗僻 し, 維持液(血清無添加M E M) を
加え,連日位相差顕微鏡 に て C P E出現 の有無 を観察 し
た. C P E出現時の培養液 は 1000rpm, 10分. 遠沈後, -
80
0
C に保存 し, 後 に R K. 13細胞 の fo c u s as say にて
その R V力価を測定 した .
2)ウ イ ル ス カ価測定 :R V の力価測定 は R K- 13細
胞を用 い た fo c u sfo r ming a ss ay (名和法2 9) に よ っ
た . す なわ ち, 先ず組織培養用 マ ル チ ト レ ー (Fよ1c o n,
¢17m m , 24穴) に 0.5ml培養液 EC q 5 で R Kp 13細
胞を培養 した . 細胞 シ ー ト形成後, 細胞 を洗い , 2% 仔
牛血清加 Eagle
,
s M E M で階段稀釈 し た viru s液 を 0.
1ml当, 37
p
C, 90分吸着 させ た . そ の後 viru s液 を捨
て, Ha nks B S S で洗條後, 寒天含有 10% 仔牛血清加
Eagle
'
s M E M(0.2%NaH C O3, 0.9%n oble aga rを等
量加) を 0.5 mi当重層 し (1st o v e rlay) 37
0
C, 2 日間
培養 し た. 2 日後 に 1500 倍 ne utralred を含む 二 次寒
天培地 を重層 し (2nd o v e rlay), 34
0
Cに て さ ら に 2日
間培 養後 0.3～ 0.5m m の fo cu sを 肉 眼 的 に 計測 し
fo c u sforming u nit (F F U)/0.1ml を算定 し, 本文で
はlogl ｡F F U/0.1ml で表現 した.
3) ウ イ ル ス の同定お よ び局在
i) 中和試験 : 分離 vir u sと標 準 R V の抗原性 を比
較検討す る 目的で, mic r oplate 法を用 い た R K- 13細
胞にお ける fo c u s形成法 を利用 して 中和試験 を行 な っ
た2 9)
. 被検 vir u sは約 100 F F U/0.1ml とな るように 調節
し, R V標準株と して M - 33株 を用 い た. 中和抗体は ,
抗 R V(M - 33株) 家兎血清 と免疫前家兎血清(Flo w.
1ab.) を 20倍稀釈よ り 2倍階段稀釈 を行な っ た . 被検
Vim s抗原 と 中和抗体 の等量 を 37
0
C で 60分間反応 さ
せ, 型の如 くfo c u s形成法 を行 な っ た . 5 日目に 判定 し
fo c11S形 成能 を 50%減少 させ る抗 R V家兎血清稀釈倍
数の逆数 を被検 viru sに よ る中和抗体価 と して標準 M
- 33株 の それ と比較 した.
ii) 螢光抗体法: 間接法に よ る螢光抗体法に よ り細
胞内RV局在と抗原性 を検討 した (Co o n sら3 0), お よ
び W o ods ら 叫 の方法). R V感染各細胞 を自然乾燥後
ア セ ト ンで 10分間固定 し, 叫 ･次血清 (H I価512倍の
風疹患者血清の 20倍稀釈) で 37
0
C, 60分間反応させ
た ･ そ の後 P B Sで 良く洗滞衡 二 次血清(FI TC棲識
抗 ヒ ト γ - globulin 家 兎血清 : H Y L A ND製) と30
～ 60分 反応 さ せ , P B S で洗 源 后 10%glyce rinで
1n O u nt し, 螢光顕微鏡に て観察 し た.
3. 正 常 ヒ ト絨 亀 脱落膜 お よ び BeW o 紙胞に おける
R Vの in vitro 感染実験 :1･ の 方法 で培聾し た R V非
感染正常 ヒ ト絨毛, 脱 落膜細胞お よ び BeW o 細胞を
Ha nksB S S で 2 回洗僻し, R V標準株 M - 33を0.5ml
(M O I= 5 F F U/0.1ml), 3 r C で 90分間吸着させ た
. そ
の 后 viru$ 液 を捨 て , Hanks BS Sで洗淋 し, 各紙胞増
殖堵尭液(gr o wthrn ediu m) を加 え , 連 日位相差顕微
鏡 に て C P E の出現の有無を観察 した . 同時に , かかる
血清添加 gr o wth m ediu m に て維持 しなが ら増殖した
細胞は , さ ら に 推持増発を つ づ け, RV 持続感染細胞の
樹立化 を計 っ た. ¶一 方,随時液交換で ha rvestされた培
養液は 1000rpm で 10分間遠沈后 - 80
0
C に保存し,後の
R V力価測定に 用 い た. 増発液中の R V力価測定法およ
び RV 感染細胞確認の た め の 螢光抗体法 は2 - 3ト ii)
に依 っ た .
4
.
H C G測定 : ヒト絨毛細胞 に特異的な m a rkerと
して H C G塵生が あ るが, R V感染 に よ り HC G合成能
が どの よ う に変化 す るか をみ る目的で絨毛細胞培養液
中の H CG を測定 し, そ の変化 を検討 し た.
測定は こ 抗体法による RI Aを用 い , 測定キ ッ トはCIS
製 H C G･ ト 125kit(ミ ドリ十字 K K)を使用 し た. H CG
畳 は ng で 表現 した (100ng≒660mI U).
5
. 逆転写酵素 (rev e rs etra nscripta s e :R T)活性
の 測 定3 2)
～ 3 ヰ)
.
: R T は動 物 の R N A型 腫 瘍 vir us
(o n c o rn a viru s)に 内在し, ウ ィノレス R N Aを鋳型と
して , そ れ に相補的な D N A(pr o viru S)の 合成に関与
す る 酵素 (RNA depe nde nt D N Apolym er a se) であ
る
. 従 っ て , R T活性 の 存在 は, OnC Or na Viru sの存在
と その 関与 を意味 して い る こ とが 多 い3 2卜3 6). ヒ ト絨毛
細胞内 C型 o n c o rn a Viru Sの 存在 が 報告され3 7), 一 方
動物細胞で R V とo n c o rn a vir u sのinte ra ctio n, hy･
bridization に よ る風疹変異 viru sの 発生が知 られてい
る49)
. 著者 も こ れ らの 問題 に 関連 し て , R V感染絨毛細
胞培養液中の R T活性測定を試 み た.
今回使用 した反応系 は e x oge n o u s m ethod (外因性
反応) で, R Tの 鋳型, プ ライ マ ー と して (γA) n ･
(d T)1 2_ 1 8を用 い る方法である4 6). 被検培牽液は, あ
ら か じ め 24時間前 に 交換 し て お き, ha r v est風
1 000rpm ,1 0分間遠沈 した 上清 を用 い ,測定ま で - 20
0
C
に 保存 した . 測定法の 詳細 は Fig.2 に 示 す が, 主として
Liebe rら3 3), お よ び Sarin ら3 4)の方 法に 従 っ た .
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R V感染妊婦よ り 得た絨毛 , 脱落膜 , 胎児組織 の
細胞培養
1) 形態: 絨毛 ( R V感染ずみ 故に C R と略. 以 下同
様), 脱落膜(D R) お よび 胎児(F R), い ずれ の 組織も
初代培養に成功し た.
Fig.3 は培糞7 日目の C R,4 日 目の D Rお よ び F R を
示す
.
C R細胞 は, その ほ と ん どが 多形性, 不定形 の 上
皮様細胞で あり典型 的 な cytotrophobla st の形態 を 呈
し, m ulti･n u Cle ated c ell, Spindle c ellの 混在は 肉限
的に は認め られ な か っ た
. 従っ て本実験 に お い て は ,
ほぼcytotrophobla st(La ngha n s c ell) の み が 実験材
料として得ら れ た と考 え られた
.
D R細胞 は C R細胞よ
りやや細長 い紡錐形で あ るが, 一 応上皮様細胞である
と思われ た. F R細胞 は さ ら に細長く, ほ と ん ど 封bro･
blastであ っ た . な お C R細胞 は正 常絨毛細胞と比較し
て形態学的に 異な る点は 認め ら れ な か っ た .
a c cn mnエated













0 1 0 2 0 3 0 -10 50 60 7 0 8 0
day8 af 亡旺 1nltまat土o n of e uユtll r 0
0 - - - ○! C ho rlon (C R)
ふ - ･ム; D¢Cl dlユa (D R)
… ; F母tu ■ ,(F R)
* r atio (■)f pr olife r atingto o rlgln alc ellc o u nts
Fig･ 4A Ac c urn ulated c ellgr o wth r ate s
-
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and FR c ellsin- Vitr o
2)継代培餐と異欄増殖度 :細胞 の 増殖 に 従 っ て各細
胞の 継代培餐を行な っ た . C R細胞 は, 2代継代後 , す
な わ ち増資開始後17 日目よ り増殖率は停滞 したが , 約
7り ‖間, 6代ま で継代が可能で あ っ た . D軋 F R両細
胞は約 4( ト50日 間良好 に 増殖 し, 両者と も 10代, in
Vitr o培 薙が 可能で あ っ た .
各細胞 の 累積増殖度 を Fig.4 に 示 す が, C R細 胞 は
D R
,
FR 両細胞 と比 較 して 明ら か に 増殖程度が悪 か っ
た
.
こ れ ら増殖度は正 常絨毛お よ び脱落膜細胞 (後述
Fig.6参照) と比べ 有意な差 は なく , また, こ の 間い ず
れ の 細胞に お い て も R Vに よる CP Eを認め な か っ た .
3) H C G分泌 魔生能 :C R細胞 に お い て初代培葉で は
42 ～ 52ng/mlの 大豊 H C G が培養液中 に検出され た(後
述 Tabl已2参照). し か し その 后継代が進 むに つ れ, 急
激に H C G値は低下 し,3～ 4代以 降は常に 1ng/ml前後
の 憶を示 す よ う に な っ た . こ れ らの 傾向お よ び値 は,
非 RV 感染 正常絨毛細胞の場合と同様であ っ た . D R お
よ び FR 両細胞の培養液中か ら H C G は検出されなか っ
た (0.1ng/ml 以下).
2
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1 の各紙胞培養液お よ び各細胞抽出液 を感染さ せ た
Ver o細胞 に お け る C P E出現 を示櫻 と して R Vの 分離
を試み た. C R, D R細胞 は増発後そ れ ぞ れ 7 日目と 22
日冒 に ,F R細胞 は 6 日目 と 22 E= 引こ得 られ た s a mple
を用い , 対照と し て培養液( 陰性対照), お よ び R V標
準株 M - 33(M OI= 1 F F U/c ell) ( 陽性対照)を用 い た.
1)CR 細胞の 7 日日, 22日目, 両 sa mple と も, 細
胞外(培養液上帝s upe rn ate : S up と略 す)お よ び細胞
内(細胞凍結融解后の 抽出物 celle xtra ct: e Xtr a Ct と
略す)よ り ウイ ル ス を分離 し得 た(Table.1). 7 日冒の
材料(初代)で は, Sup, eXtr a Ct い ずれ も Ver o細胞 に
感染后 25日目 に 明瞭 な C P E が出現 し, 縛ら れ た ウ ィ
ル ス カ価 を R K- 13細胞 に て フ ォ ー カ ス 形成法で測定
す る と, そ れ ぞれ 4.20,4.12(log1 0F F U/0.1ml) であ っ
た . 22 日目(継代3代)の s up を感染させ る と 22日目
に , e Xtr a Ct感染で は 20 日目に C P E を認 め, ウ ィ ル ス
カ価 は各々3.82, 4.15 であ っ た .
2) D R細胞で は 7 日目(初代), 22日冒(継代4代)
の Sup お よ び e xtra ct い ずれ も Ver o細 胞 に お け る
C P E の発現を認め な か っ た (Tablel).
3)F R細胞 の 6 日目(初代), 22日目(継代5代) に
お ける s up で は, それ ぞ れ 感染后24日日 と 22日目に
C P E が発現 し, こ の時の R V力価 は3.65, 3.40 であっ
た
.
しか し e xtra ct感染 に お い て は 6 日目, 22日目 の
両 s a mple とも に C P E出現 を来さず, ウ イ ル ス を分離
し得 な か っ た (Tablel).
4) M-33 を用い た 陽性対照 で は, 感染後6日目の
Ver o細胞 に C P E が現 われ , その 時の 塵 生ウィ ル スカ
価 は 4･70 で あっ た ･ 増 資液 の み を感染さ せ た陰性対照
で は C PE を終始認 めな か っ た .
3. C R, D R,お よ び F R各細胞培養液中 へ 放出される
ウイ ル ス の 経時的測定 : これ ら C R, D R および FR細
胞 か ら の ウ ィ ル ス 分 離は 2･で証明 され たが , さ らにそ
の 確認も か ね て, 細胞の継代に 伴う 放出 ウィ ル スカ価
の 経時的変化 を測定 した (
′
rable 2).
CR 細胞 での 放 出ウ イ ル スカ価(logl OF F U/0.1ml)ほ,
初代 3日 目 は 3.52で あ り, 4代継代 32 日目 で も3.36
と, ほ ぼ変 わ ら ぬ 力価 を持続 したが , 4代継代42日目
に 至 る と 2.75 とや や低下し,6代継代 72日目で は2.21
と な っ た . 従っ て低力価で はあ っ て も, C R細胞の培養
液中に は常 に ウ ィ ル ス が放 出さ れ てしゝる こ とが証明さ
れ た
.
しか し, D R細胞で は , 初代よ り ま っ たく RIト
13細胞 に お け る フ ォ ー カ ス 形成 を し う るウィ ル スの放
出を 認めな か っ た . F R細胞 に お い て は, C R細胞と同
様 , 増 発液中に 常 に ウ イ ル ス の 存在 を認 め たが, その
儀 は C R細胞 に 比 べ 低値で あ り, 晰 ℃ニi 日日で 2.80,10
代継代 72日目で 2.11に 過 ぎな か っ た .
4. 分離 ウ イ ル ス の 同定仲 和試験): 傾準株(M-33,
7.02 logl OF F U/0.1ml) を対照 と し て C Rお よ びFR両
細胞 よ り分離さ れ た ウ ィ ル ス の 中和試験 を行な っ た.
Table l･ Virusisolatio nfr o mC R, D Ra nd F Rc e11s obtain ed fro mR V･in fected w o m e n
In o c ul m(c ultu redays) C P Eo nVe r o c ells
Vir u stite r
logI O F F U ノ∩.1Ill
OllIモK･13 c elIs





(22) sup + (22d) 3.82




DR (7) s up
e xtr a ct
(22) s up
extr a ct
F R (6) sup 十 (24d) 3.65
extra ct
(22) s up 十 (22d) 3.40
ノ′
e xtra ct
R V: M -33 + (6d) 4.70
*
s up: Super n ate ofcells c ultu re m ediu m
軸
e xtra ct: e Xtr a Ct Ofc ultu r ed c ells
§(); Cultu r edays r equired fo rC P Eo c c u rr e n co nVe ro c ells afte rin ｡ C ulati｡n
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そのため に , C R細胞は培養3 日目の培餐液上浦 と,
一
度Vero細胞 で 増殖 さ せ た 培餐 7 日目 の ウ イ ル ス
sampleが, また F R細胞の 3 日目の 増発液上滑と Ver o
細胞経由の6 日目の ウ イ ル ス s a mple が それ ぞれ用い ら
れた.
M - 33株 によ る R V免疫家兎血清の 中和抗体価 は
168, C R ま たは F R分離 ウ イ ル ス を用 い ると い ずれ も
80 を示し, 免疫前家兎血清 で は, い ずれ も 20倍稀釈で
もフ ォ
ー カ ス 形成能の 抑制が な か っ た .
C Rおよ び FR 両細胞 か ら分離され たウ イ ル ス は何れ
も M
- 33株と抗原性の 変わ らな い R V で ある調が 証明
された. その他, Ver o細胞 で の C‡
)E, R K
- 1 3細胞 で
のフ ォ ー カ ス の 大き さ な ども M･･･:i3株に類似 し, 特 に
大きな差は みら れな か っ た .
5
.
分離 R Vの C R, D R, F R各細胞内局在 : 螢光抗
体間接法に よ っ て, C R, D R,お よ び F R各培贅細胞内
のR V局在を検討し た. C R細胞は増発11日日と 49 日
臥 D R細胞 は培餐 15 日冒と 42 日目, F R細胞 は増資
15日目と 49 日目の 細胞 を本来験 用 に s ubc ultu r eし
て, 5～ 8日増発の 細胞 を用 い た (
'
rable2).
CR 細胞:Fig.5 -(A), F R細胞 : Fig.5 M(C), 両者
とも核周囲, 細胞質中に 粗大顆粒状 の 特異螢光の ウ イ
ル ス 抗原を認め た. い ずれ の細胞 で も, 螢光抗原陽細
胞 の数 は全体の約 50% 程度であり, 増発日数が進 ん だ
細胞で も同様であっ た. D R細胞 : Fig.5 -(B) で は,
か かる特異螢光をま っ たく認めな か っ た. 同時に R V非
感染, お よ び感染Ve r o細胞を対照と し て用い た が, 前
者 で は螢光陰性 , 後者 で は陽性 であっ た.
C R, F R の両増発細胞 は, 細胸質内に R V抗原の存
在 す る持続感染細胞 であ る こと が明 らか に な っ た.
ⅠⅠ
.
R V桂胎盤感染 の im Yitro実験 に よ る 検肘
1
.
正 常 ヒ ト絨毛, 脱落膜初代培袈細胞に お け る RV
の 増殖
異な る個体 よ り得 た 3例 の 初代正 常 ヒ ト絨毛細胞
(C N- 1, C N - 2,C N - 3) と 1例 の初代正常 ヒ ト脱落
腰細胞 (D N- 3) に R V標準株 M - 33 をin vitr ｡に
て M OI=5 F F U/c ellで 感染 させ C P E出現の有無, お
よ び増強液中へ の 魔生 ウイ ル ス カ価を RI ト 1 3細胞 に
お ける fo c u s形成 態で測定 した .
1) R V感染に よ る C f,E の 出現
i) 絨毛細胞(CN - 1, - 2, - 3) にお ける C P E出現
時期 を累機増穂度 と と もに Fig.6 に示 す. い ずれも R V
感染后 7～ 8日目 よ り C P E の出現を認 めた (Fig.7 -
(A),(B)). 同時に Ve ro細胞 を対照と して用い る と,
Table 2･ 王〉e riodic alcha nge s ()f viru stiter a nd r･IC Gc o n c e ntr atio n obse r v ed in c ultu r e
m edia ()f C R, D Ra nd F Rce11sin vitro
c ultur e■c ells Pa S Sage Nos.
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同様 に 6 日目よ り C P Eを認め た (Fig.7 - (C), (D)).
C P Eの 出現様式 は Fig.7 に 示 す よう に, Vero 細胞と
類似 した 円形化細胞集塊を形成 しつ つ 一 部 ガ ラ ス壁 よ
り剥離 した
.
また, 絨毛細胞の 場合は培養液中 に顆粒
様物質の増加する のが 特徴的であ っ た. Ve r o細胞に比
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days
6 0 8 0
20 4 0
day8
6 0 8 0
胞も 多く,1 ～ 2 回継代培養を行うう ちに C P E が消失し,
形態的に R V非感染対照群 と同じ状態と な っ た･ 発現
期間は C N- 1:21即乳 C N- 2‥1 3 日間,C N- 3:17
日間で あ っ た .
累横増殖度 は対照 (R V非感染) に 比較し, CPE出
現時に や や低下 す るよ う で あ るが ･ 有意な差ではなか
2 0 4 0 6 0
days
H R VJ uninfe cted c el 18
0 - - - - O R V- infe(コted c el lさ
★ R V w a さ㌧nfe cted at 祖0l of 5FF ロ/c el l
§ C p E; Cy七opat b ic ef fe ct
Fig･ 6･ Oc c u r r en ce of R Vspe cific C P Ea nd a c c um ulated gr o wth rate of R V-infected
Cho rio nic(C N･1, ･2, ･3)a nd de cidu al(D N･3)c ells
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っ た(Fig.6). C P E消失後 は, ま っ た く c o ntrol と同じ
状観で増殖した が ･ い ずれ も増発開始后 70 日前后 で
aging に よ る死滅が み ら れ た･
ii) 脱落膜細胞 (D N- 3) に お い て は , 絨毛細胞の
場合ほ ど明確な C P E を認め ず, R V感染后 8 日目 よ り
約20 日間, C O ntrOl(R V非感染脱落膜細胞) に 比 べ ,
やや培養液中に顆粒様物質 が増加した に過ぎなか っ た .
Fig.6
巾(D)で は, こ の 期間 を C P E: 士 と表現 した . 増
殖度は両者の閤に差を認 め な か っ た ･
2) 増殖慶生 R V力価の 馴寺的変化
培養液中に放出さ れ た RV の力価 と C P Eの 変動 を
Table3に 示す｡ C N q l細胞 に お い て C P E発現時は
log川FF U/0.1ml が 4･20～ 4･65, C N--2細胞 :4.1 0～ 4.
55, C N
- 3細胞:4.15～ 4.38で あ っ たが, C P E消失后
はC N- 1細胞 :3.85～ 4.10, C N佃 2細胞 :3.1 4～ 3.82,
49
C N欄 3細胞 :2.95～ 3.04 とや や低下 は したが , 培衰液
中へ の 鹿生 ウイ ル ス の放出が 認め られ た .従 っ て, CPE
消失后の各時点で これ らの 細胞 は R V持続感染と な っ
てい る こ とが 証明 され た. Ver o細胞 を用い た対照で は
6 日目 に C P E出現 し, その 時の ウ イ ル ス カ価 は7.02 で
あ っ た . な お D N- 3細胞で は C P E も明瞭で なく, 産
生ウ イ ル ス の 放出は陰性 と考 え られ た.
3) R V感染絨毛細胞 (C N) にお け る R V の局在.
RV 感染 C N- 1細胞 の 10日目の細胞を用い て螢光
抗体間接法を行なっ た. 10日目(Fig.8 - (A))は C P E
川 で放出 R Vカ価 は 4.65 logl ｡F F U/0.1mlの細胞, 39
日目(Fig.8 - (B))は C P E卜)である が放出 R Vカ価が
4･10 logl OF F U/0.1mlと持続感染の考えられる細胞であ
る. 両者とも, 前述 C R お よび FR細胞に おける と 同じ
く, 細胞質内に額粒状の特異螢光 を認めた.
Table 3. Periodic alcha nges of R Vgr o wth in C N-1, ･2, ･3 a nd D N･3c ells
cultu r e c ells
Pa S S age Nos.
a nd(days)whe
R Vw asin oc ulated
pass age No s.
afteT RV
in o c ulated
days afte r
in o c ulated
C P E viru Stite r
(log10F FU/0.1 ml)
C N･1 2 0 田
(18d) ロ 8■ 十 4.50
口 10 + 4.65
口 18 + 4.25






C N･2 4 0 4
(36d) ロ 9I + 4.55
ロ 田 + 4.35
2 21
* ■
+ 4 .1 0
2 26 3.82
3 田 3.14
C N･3 2 n 5
十(15d) ロ 8* 4 .25
ロ 19 十 4 .38
2 25** 十 4･.15
2 35 2.95
3 5(~) 3.04











R V(M -33) in o c ulatio n :MOI= 5F FU/C e1
* initiation of C P E
**
e nd of C P E
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4)絨毛細胞 に お け る H C G分泌能 へ の R V感染効果
C N- 1, - 2,
- 3細 胞培贅液中の HCG を随時測定し
たが , 既 に 1～ 2代in vitro継代 した後 の 状態で ある た














･ ･ ･ ･
･
･ ･ ･● RV
- u nln 上● e t● d c ●1 1■
○ - - ･く〉 R∀- 1 n f e q to d ( :el 18
■】 C p Eミ Oyt()p■ t h iく; ¢ f fo e亡
b〉 R V(H- 3引 v a 8 ⊥n oeu ll tO d a t 抑)I Qf 5F FU/⊂ 8 1 1.
Fig. 9. Cellgr o wth a nd C P Eo c c u r r e n c e aft r
R V infe ctio n o nBeWo c ellcultu r e s
ら に R V を感染 させ た も の も 同様 の 低値陽性を示し,
両者間 に 有意の差 を見出し得ず ,R V感染の 影響をみる
こ とで き な か っ た .
2. 絨毛癌 (BeW o) 細胞に お け る R Vの 増殖.
BeWo 細胞 に R V標準株 M - 33を感染さ せ, C PE
の 発現お よび その 后の R V持続感染化に つ い て検軋
,
特 に その 間の ⅢC G藤生能 の 変化 に 注目 した.
1) R V感染后の CP Eの 出現と R V持続感染化
.
R V を M OI= 5 F F U/cell で BeW o 細胞 に 感染させ
る と 16 日目に C P E が出現 し た
.
C P E出現ま での願
細胞増殖は , 非感染 の もの と 差 を認め な か っ た
. C PE
出現時, 培 養液中 に放出さ れ た RV 力価 は4･62Io払
F F U/0.1ml で あっ た (Fig.9).
ま た , R V感染后2 日目, 4 日 軋 6日 剛こpassage
を行な い , その后 blind pa ss age を 数回行 な っ た練乳
2 日冒と 4 日目の 細胞 か ら R V持続感兼 BeW o細胞が
で き た (BeW oNR V一 , BeW o-R V2). その 后の経過
を Table4 に 示 す. BeW o
- R Vl細胞 で は R V感染后3
回 継代后に C P E が消失 し, この 時培寒液中の R V力価
は 3.22 であ っ た. BeW o-R V2細胞は,4 回 触代后CPE
は消失 し, 持続感染 と な り, そ の 時の 培 寒波中に産生
きれ た R V力価 は 2.80 で, 以后 Table4 に 示 すごとき
ウ イ ル ス 産 生を行 な い なが ら 10代,62 日に わたり維持
され た . こ れ ら持統感染 BeW o 細胞 は形阻 増殖度も
非感染 BeW o 細胞 と ほ と ん ど変わ らな か っ た .
2) R V感染と H C G分泌能の関係.
Table 4. Rubella viru sprodu ctio n a nd H C G-S eC r ating a cti vity of R Vper site ntlyinfe cted
BeW o c ellc ultu r es
C ultu r e c ells
pa ss age No s.
afte rR V
days afterR V C P E
titer of R Vpr()duc e(l
in the c ultu r efluid
H■C Gpr odu cedin
the c ulturefluid
in o c ulatio n
1n O C ulatl O n




ロ 7 ≠ 4 .52
2 14 十 4 .1 0







ロ 7 十 4 ∴i3
2 田 十 3.95





8 5 0 ロ
9 5 7 3.08
10 62 3.20
R V in o c ulation :M O I=5 F F U/c e11
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RV感染后 CP E発現ま で の BeW o 細胞 と, R V持続
感染BeW o 細胞に
お ける , 細胞増殖 に 伴う H C G分泌
鮨の変化を検討し た･
i)R V感染前に 35ng/mlで あ っ た慮生 H C G盤は,
感染后2 日目 に は 10咽/
mlに ま で低下 した･ しか し,
4 日目に は58･Ong/ml に, C P E出現時 6 日目は 80ng/
mlとな っ た . こ れ に 射し, R V非感染 BeW o 細 胞で は,
産生H CG患 は直線的 に 上 昇し, 6 日目に は 200ng/ml
を示した (F蝮･10)･ と こ ろが , 細胞の 増穂は Fig･9 で
示したよ う に R V感軋 非感染細胞の 間に C P E出現暗
までは差を認め て い な い ･ 従っ て, 細胞 1 コ あ た りの
HC G産生豊(×10
. 4
ng/c ell)に 換 算す る と, RV 感染
細胞では 0･7
～ 2･2× 川 再 ng/c e11 となり ･ 非感染細胞の
同じ増殖時期の 3･8～ 7･4× 肝
4
ng/cell よ り明 らかに 低
値を示し (Fig.10), R V感染の 影響が考 え られ た ･
ii) R V持続感染と な っ た BeW o 細胞増殖 と HC G
分泌能の 関係を BeW()･▲R V2 , 4代総代(感巣后24日
目) 細胞を 剛 -て検討 した ( Fig･11)･
同じ条件で同時に 増産 した R V非感染 BeW o 細胞を
対照とし, グラ フ に 示 す と , 細胞増殖乳 分泌 H C G偵
ともに両細胞の 間で適い ほ な か っ た . 細胞1 コ あ た り
の H C G 分泌能は, 両紙胞と も培餐開始后2 日目 に は約
0 1 2 3 4 5 6 9 8 9 1 0
days
= R V- n ninfe cted c el 18
0 - - r O R V- infe cted c el ls
a) C pE: CYtOpat b ic effe ct
b】 RVは - 33) v a 8土n o く: ula七色d at MO lof 5 円叩
c)( ) ミ 班C G 七⊥七色 r . xlO
- 1
n9/e el l
Fig. 10. Effe ct of r ubella vir u sinfectio n o n
H CG-S e Cr ating a ctivity of BeW o c ells
2×10
~ 4
ng, 6 日目に は約 5×1 0
~ ▲
ng とな っ た.
ⅠⅠ
.
R V感染細胞 に お け る R T(r e Y e rSetr a n 別汀ip･
ぬs e) 活性 の 検討.
1
.
ill Viv o に て R Vに感 染し た妊婦よ り得た絨毛細
胞 ( C R), 脱 落腰細胞 (F R) の 培養液中の RT 活性
(Table5).
増 発3 日目の C Rの 培餐液中 に 2380cpm の R T活
性が認 め られ た. こ の傾 ほ c o ntr ol(gr o wth m ediu m)
と比較 し て有密な値 で あ っ た . しか し, 17 日目の C R,
お よび 3 日目の D R, F R で は R T活性 を認めなか っ た .
2. ill Vitr oに て R Vを感染さ せ た初代正常絨毛細胞
(C N- 1,Y2, -､3) に お け る R T清性 (Table6).
C N-1細胞 に おい て R V感染后7 日目より噂餐液中
に 有藩の R
′
r 活性 を認め, R V感染后 20日日ま で 同様
の 括惟 を観察 し得た. そ の 億 は, 約1 0()00cpm/10
¢
c e11
で対照群 (非感染各細胞) の 約 2倍 で あ っ た . しか し,
他の 2例 (C N- 2, C N - 3) に お い て は C N- 3 でや や
商い 傾向を認 め る の み で, C N - 1細胞に お ける が ご と
き有意さ は な か っ た .
3. R V感 染 BeW o 細胞で の R T活性.
Table5 に 示 す ごと く, 7 日目の み である が, 有藩な
l二昇 を認 めな か っ た .
考 察
Ⅰ
. 本研究 は R V の経胎盤感染の 評舶 を明 らか に す
る こ と を‖的と し て, 細胞増資法を用 い て行 なわ れ た
in vitro 実験 である .
Pa rl( man ら
39)の , 初代 ア ブ 1) カミ ドリ ザ ル 腎細胞
Table 5･ Ⅰ汀(r e v e rs etr a ns criptas e)a ctivity
in c ultu r e m ediu m of in v lV OR V･infectedtiss u e s
c ells a ndin vitro R V-infe cted BeW o cells
cells
R Ta ctivlty
(cpm ′′■sup, ()f m ed:5ml)






















():day$ afte rinfe ctio n
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Å) c el 1 9r O Wt h
No . of
Ⅹ 1 0クb｡tt le
杉 浦
B) H C G- $ eC r a七in9 a Ct ivi ty
days day$
= Ⅳト u ninfected 丑eWo (⊃el ls
O 一 一 - OR V- pO r さiさtO n七1y lnf¢Cted B帥 O C el 18(BeWo - R2 - 4)
★( )… E C G t l te r′ X lが ng/c el l
Fig. 11. Cel gro wth a nd H C G-S e C r atiog a ctivity of rubellvir u s
pe rsiste ntly infe cted BeW o c ells
Table 6. R T(re v e rs etr an SC ripta se)a cti vityin c ultu re m ediu m of in vitr o
RV･ infe cted cho rio nic c ells(C N)
c ells
R Ta ctivity(cpm/106 ce11s)
R V(+) R V(-)
in vitro RV
infe cted chorio n




(20d) 12120* 4 400
C N-2 (Od) 3050 2395
(6d) 3730 3390
(14d) 3420 3420





():days afterR V infe ction
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(PG M K)での RV に よ る e cho
- 11vir u sへ の 干渉成
立の発見以来, W elle rら
4 0)の , ヒ ト 羊膜初代増資細胞
(P H A) での R V分離, さ ら に Gun alap
3)の 樹 立し た
ア フリカ ミ ド リザ ル 腎細胞に お け る R V増殖が報告さ
れる に至り, と か く困難祝さ れ てい た R V分離, ま た
は増殖も近年比較的容易 に な っ て き た･ その
一 連の 仕
事として, ベ ビ
ー ハ ム ス タ ー 腎細胞(B H K- 21)8), ウ
サギ腎細胞(RK-1 3), ベ ル ベ ッ ト腎細胞(Ver o) な
ども, よ り容易な R V分離増殖糸と し て今 日 よく 使わ
れてい る. 本研究でも Ver o細 胞 お よ び R K
- 13に お
けるC P E を利用 し て R V分離と力価測定 を行 な っ た.
胎児の CP S原因究明 を目的と した実験で は, Plotkin
ら2-の と 卜胎児細胞 に お け る R V増鱒実験 が あ る. ヒ ト
ニ倍体胎児細胞, 特 に肺細胞 で R V は よく増殖 する が,
R V感染をう けた宿主細胞自身の 増殖 は抑制され た. こ
れに対し, fibr obla st様 の 皮膚細胞 で は 態度が輿 な り
RV持続感睾糾犬態と な, その 宿土柵胞の 増殖に は ほと ん
ど影響し なか っ た . 以 上の 結果よ り, ヒ ト胎児細胞 に
おける R V増殖 に は臓器組織特異性があり, また 容易
に持続感染の 状態と な り得 る こ と が明 ら か に され た .
S mith ら相 はウサギ胎児軟骨の初代増発細胞を用い て,
in vitr oに おけ る R V持統感染系の 樹立 に 成功 した .
彼らはま た, 感染細胞 は epithelialな 形態 か ら fibro･
blast様に なる と述 べ てい る . Ra wIs ら
4)も C RS胎児の
腎, 骨髄, 肺, 猟 甲状腺, 臍帯をin vitr nで増発 す
ることに よ り, R V を1 00%検出し たが , 各細胞 は終始
CPE を認め ず, 持続感染の 状態に あ り, そ の 持続感染
系樹立に 成功 して い る . 以 ヒの 如く , R V ほin viv oで
もin vitr oでも持続感染状態 に なり得る ことが 既 に R V
の特性と して 知られ てお り , こ の 現象が C R Sの 発生と
関連して い ると 考え られ て い る. こ の よ う に , R V と胎
児細胞との 関係に つ い て は多く の 研究が あ り, C R Sの
直接的ま たは間接的原因 と して , 持続感染化の 結果,
細胞染色体に お け る高頻度の br e akage机 0)や細胞 分裂
の抑制4)8)4 2)な どが さ ら に 知 られ て い る.




1 6)は 病理組織学的 に , C R Sの 場合
絨毛上皮に c ell ulardam ege の 結果 と思 わ れ る spo r a-
dicfoci を認め,R Vの 胎 児 へ の 感染ル ー トは特に cho･
rio nが重要な役割 を果し て い るら しい と述 べ てい る.
さらに胎盤に お け る炎症所見, あ る い は母体の vir e mia
消失后も, 胎盤か ら RV が 分離証明さ れ た と い う報告
も見うけられ る
. 矢吹4 4)は, 絨毛初代培東細胞 で と トサ
イトメ ガ ロ ウイ ル ス の持 続感射ヒに 成功 して い るが ,
これからも絨毛細胞は 一 般に ウ イ ル ス 感受性 に 富 む こ
とが予想され る
.
こ れ ら諸家の報告 に か ん が み , 著者
は,R Vの 経胎盤感染を明確 なもの とす れ ばさ らに C R S
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発生機序 の 解明 に 寄与する と考え, 胎盤組織細胞 へ の
R V感染実験 を行 な っ た . す な わ ち生体内in viv o
(ute r o)お よ びin vitr oで RV に感 染した, また は感
染さ せ た 胎盤組織 を, 絨毛細胞 , 特に CytOtr Ophobla st
と母体側成分である脱落膜細胞 に わ け, その 各々 の初
代培党系 を用 い て本来験を行な っ た .
R V に感染 した 生体(妊婦)よ り得た絨毛細胞 に は,
4lo凱｡F F U/0.1ml未満 で は あ るが常 に R Vが検出さ
れ, その力価は同じ患者か ら得た胎児細胞の R V(3 logl ｡
F F U/0.1ml未満)よ り常に大であっ た. 脱落膜細胞 か
ら は R Vを分離 し得 な か っ た. こ の事実は R V と絨毛
細胞の強い 親和性を示すも の であり , また 胎児細胞の
場合と同様 帥 , 生体内にお い て は, 絨毛細胞は R V持





で ある と考え られ た.
こ れ ら R V持続感染絨毛細胞 は, 初 め cytotr opho･
bla st に特徴的な多形性の epithelial 細胞で あるが , 継
代 を盤ね る毎 に fibrobla st様 に な る. しか し, 非感染
絨毛細胞 の形態 も同様の経過 を示 す ので, こ れ は tr o･
phobla st のin vitro 賽験 に お い て通常起 こ り得る現象
であると思わ れ, 胎児細胞で知られ てい るよう な R V感
染の影響4 1)と は考え られ ない . 細胞 分裂 に関 してほ増殖
速度 も正 常絨毛と同程度であり, こ の点 でも 胎児細胞
と は4 舶 2)異な っ て い る .
RV 持統感染絨毛お よび胎児細胞 より分離された R V
は, 抗 R V家兎血清 に て , R V棟準株 M - 33 と同程度
に中和さ れ, R K- 13細胞 に て 形成 され るfo c u sも M
-33 と同 じで あ Ir), 抗原性お よ び その生物学的性質 に
特に 差 はな い と 考え られ た. ま た, 螢 光抗体法 に て R V
の 局在を調 べ ると ,他 の 報告3りある い は Ve roま たは正
常絨毛細胞 に お ける in vitr oR V感染 に よ る自験例 と
同様, 細胞質内 に 顆粒状 の 特異R V抗原を認め た. そ
の 螢光陽性細胞 は全体の 約 50% 程度で あり, 本実験 に
て得 られ た細胞 は c ellpopulatio nの 持続感染細胞で,
他の 報告4 1) (5～ 50%) と ほぼ同様 であ っ た .
正 常絨毛,脱 落膜 の 初代増発細胞 に よ るin vitr oR V
感染実験の 結果 は , iIl Viv o(生体内)感染細胞の 培養
実験 を袈付 け るもJ)で あ っ た . 正 常絨毛細胞に R V(M
-33) を感染さ せ る と, 6～ 7 日目 より比較的弱t) C P E
が 出現し, 4～ 5 logl ｡F F U/0.1mlの R V を放出す る が,
次第 に C P E は消失し, 細胞 は修復さ れ, 持続感染細胞
と な っ た . 持続 感染状態 で の R V力価 は 3～ 4 logl ｡
FF U/0.1ml であ っ た . in vitr oでも 生体内と同様 に 持
続感射犬態と な り得 る点は , 他の 細 胞を用 い た実験報
告と同じで あ る . この 持統感染細胞は対照の 非感染細
胞と比較 して , 形態, 増殖 率に 適い は なく, in viv o感
葺如こよ っ て得 られ た持統感染細胞 と同様の性格 を有 し
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てい た. なお ! 癌細胞で は ある が絨毛細胞の性格を有
す る安定 した cel1in eである BeW o 細胞を用 い て同様
の実験 を行な っ た こ ろ, 正 常絨毛と同 じく容易 に 持続
感染 と なっ た . しか し, 脱落膜細胞 で は C P E は終始認
め ら れ ず, R V も検出され 得な か っ た .
以上 よ り, 胎盤組織で は絨毛細胞が特 に R V と親和
性が あ り, 持続感染が成立 し易い と思わ れ る. 従 っ て,
R V の経胎盤感染は vir e mia と な っ た母体血液が絨毛
間腔 ま で至り, RV と親和性 の あ る絨毛細胞(tr opho
･
bla st) に先ず感染 し, 速か に 持続感卿ヒす る こ と か ら
始 まる と考 え られ る, こ の よう に ,
- た ん絨毛細胞で
増殖 し, さ らに 持続感染化 して放出され る R V が二 次
的に 胎児 へ 感染する こ とが 経胎盤感染の実態 で あ り,
こ れが 胎児持続感染, さ らに は C R Sと発展 して い く可
能性が大き い .
一 方, 生体内 にお け る R V の胎盤 お よ び胎児 へ の 感
染成立を母体お よ び胎児の免疫能低下 で説明す る 考え
方が 近年注目さ れ る よう に な っ て き た. 実際, 母体の
細胞性免疫 の低下は, 胎児側組織と して の絨毛 と, 母
体側組織と して の脱落膜 と の 間に 存在 す る im m u n o･
logical ba r rie rに 介在 す る と考 え られ る種々 の 免疫抑
制物質 に よ る もの で ある とい う 考え方も あ る
14)
. 免疫抑
制物質と して, 性ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン , H C G
1 2)
,hu m a n
ch｡ rionic so m ato m a m m otr opin (H CS) な どが あげ
られ て い る. また C R S児で は体液性, 細胞性免疫不全
がお こ るとも言われ11), R V感染妊婦 T･ C ell のintrin sic
dysfu n ction を認め た と の 研究が あ る
1 3】
.
さ ら に , R V
の経胎盤胎児感染 に お い て inte rferon(I F N)の 役割 に
注目す る報告も近年増加 して い るが , い ま だ明確な 見




発生機作 の解明に は, さ ら に 多 くの , 多面的研究が必
要であ ろう.
Ⅰ
. 絨毛細胞内 R V の増殖 と H C G合成能 の 関係に つ
い て, : H C G はcytotr ophobla stで 合成さ れ る と 言わ
れ て お り, 絨毛細胞の重要な る マ ー カ ー で あ る . 細胞
内 に おけ る R V増殖 と, 細胞の HC G合成能 との 間に 何
らか の相関があれ ば, 経胎盤感染の メ カ ニ ズ ム を究明
するう えで 一 つ の 手掛 り と な り得, さ らに 臨床応用 も
可能である と考 え, 検 討を行 な っ た .
初代絨毛細胞 で は, 培養初期に は比較的多 くの H C G
産生分泌 を検出で き るが , 継代 培養を重ね る に つ れ低
下 して く る こ とが判明 し, R V感染と の因果関係を見出
す こ と は で きな か っ た . 従 っ て , 常 に安定 して多量の
H C Gを分泌 して い る, 樹立化 し た絨毛癌細胞(BeW o)
を用い て検討 した .
R V感染后, 2日目 で未だ C P E も出現 し ない 初期 に
H C G分泌能 は急激に低下 し たが , その 后 は C P E出現
ま で に 再び次第 に 回復傾向 を示 す と い う興味ある現象
が認 め られ た . こ の 事 は, 核あ る い は細胞内機能のど
こ かに , 感染初期の R V合成と H C G合成 に必 要な共通
の 場 の可能性が 示 唆 され, 今后 の 問題で ある, 臨床的
に は , R V感染が 妊娠初期に H C G合成能 を低下させる
と す れ ば, それ が 妊娠初期 の R V感熱 こよる 流産など




R V感 染と R T活性 との 関係 に つ い て: 逆転写酵
素(r e v e rs etr a n scripta se :R T ) が動物 の R N A型腫
瘍 vir u s(o n c orn a Viru s) に 内在 し, Viru sge n o m eに
コ ー ドさ れ て い る事が 判明 して 以来, ヒ トに おい ても
R NA 型腫瘍 vir u sの 関与の有無 を検索す る方法の1つ
と して, R T活性の 検出が利用 さオ■'tて い るさ2ト 3 8). 一 方,
へ
ヒ トに おけ る R N A型膿瘍 viru sの 存在は いまだ明らか
で は な い が, 幾 つ か の傍証的報告が あ る . Kalterら37)
は 電 顕 的 に 正 常 ヒ ト 胎盤 6例 中4例 に C 型R NA
viru sを見 出し て い る. 他の 哺乳動物 で ほ 多くの報告が
あり, 特 に 胎盤 に よ く検出され る よう で ある.
R V と C型 R N A腰痛 viru sと の 関 係 に つ い て,
Satoh ら鋼)は R V持続感染 BH I ト 21/w 卜 2細胞より
放出さ れ て い る vir u s粒子 は R V と B H K細胞の潜伏
viru s(R N A型腫瘍 viru s) との hybrid であり, この
事実 は R V の持続感染細胞 を確立す る た め に は宿主細
胞 に 潜在 vir u sが存在 す る こ とが必須の 条件で あると述
べ て い る
.
ヒ ト胎盤, 特 に絨 毛細胞に C 型 o n c o rna virus が存
在 し て い る と仮定 す れ ば, 絨 毛細胞内で R V が内在
viru sと hybrid をつ く り, RV 変異株と なり持続感染化
す る と い う 考え方も成 り立 つ わ けで ある. 今回の R V経
胎盤感染に お ける研究 に お い て, R V感染絨毛培養柵胞
の 培贅液中の R T活性 を測定 した と こ ろ, in vitr o, お
よ びin viv o R V感 染絨毛細胞で , それ ぞ れ1例ずつ
有意 の R T活性 を認 め た. BeW o , 脱落膜, 胎児のRV
感染細胞 で は活性 を認め な か っ た . 本 デ ー タ を 一 つ の
根拠 と す れ ば, 前述の 如く,絨毛細胞中に C 型vir usが
潜伏内在 し,感染 R V が そ れ とhybridを つ くる に至っ
た 風疹変異株が, 持続感射ヒし, さ らに は胎児の異常
化 に 結び つ く の で は な い か と い う 仮説も成り立 つ . こ
れ に 関 し ては 勿論, 今后症例 を増 し, 放 出さ れ た virus
の Chara cte riz atio n も充分 しな け れ ば な らな い . CRS
発 生を こ れ まで と は 異な っ た C 型 R N A 腫瘍 vir usと
R V との hybrid形成と い う観点か ら考 え得 ることは大
い に 興味 が あ り, ま た ヒ ト にお ける vir u sに よる発癌の
問題 に まで発展 す る 可能性があり , 今后さ らに 検討の
価値のある問題 で あ ろ う.




胞の培餐系に お ける R V感染




in viv o(ute r o) R V感染妊婦由来絨毛培養細胞
から, 偶力価の RV が常 に 分離され た が , 培養細胞 に
は外観上 R V特異的 C P Eを認 めず, 生体内で持続感染
化してい ると考え られ た ･ 同時に 得 られ た 胎児細胞 で
は,より低力価の RV で あっ たが 同様 の傾向を示 した･
しか し, 脱落膜細胞か ら は R V を分離 し得な か っ た ･







2. in vitr oで正 常妊婦由来絨毛増強細胞 に R V を感
染させると, 比較的弱い C P E を認め る が, そ の 后容易
に持締感染化した . し か し, 正 常脱落膜細胞 で は R Vの
増殖は認め られ なか っ た . こ れ ら の結果 は, 前記 1･の
結論を薬づ けるも の で あ る.
3
. 絨毛癌由来 BeW o 細胞 を 剛 一て R V増穂と H C G
合成能の 関係を検討 した 結果, 宿ヰミ細胞の H CG 合成能
は,R V感染に よ り感染初期に 極め て 抑制 さ れ る が, そ
の后徐々 に回復 し, 持続感孝則犬態で は ま っ た く影響 を
うけなか っ た .
4. in viv oお よ びin vitro R V感染絨毛細胞培狸
中に, それ ぞれ 1例ず つ 有意の 逆転写酵解消性 を認 め
た
.
その意義に つ い て, ヒ ト絨毛 細胞内 に お け る C 型
R N A腫瘍ウ イ ル ス 潜伏内在の 可能惟, R V感 染に よる
その活性化, さ らに C R S な どの R V感熱 こよ る胎児異
常化に結びつ く 可能性 が論 じ られ た .
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pbotogr apbslegem由
Fig.3.: M orphology ofc ultu r ed C R(A)･ D R(B)a nd
F R(C)cells(Ⅹ40)･(A)7 days;(B)4 days;(C)4
days.
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Fig. 5∴ Jm m u n oflu o re s c entstainir唱 Of C R(A), D R
(B)and F R(C)ce11s wi thrubella virus specific
antibody(X lOOO).(A)11 days;(B)15days;(C)
15 days.
Fig. 7. : Oc c u rr e n cofr ubella viruS･Spe Cific C P E in
C ultu r ed cho rionic c ells a nd Ver o ce11sby r ube11a
ViruSinfection(Ⅹ100). (A)chorionic cells(CN･1),
C PE(-);(B)cho rionic cells(CN蠣1),CP E(+), 6
days P.I.
+
;(C)Ve r o, C P E(十);(D)Ve r o, C P E
(+), 6 days P.l. *P. Ⅰ. : pO Stinfe ctio n.
Fig. 8∴ Im mun oflu o r es c e nt staining of r ubella
virus･infected C N･1c ell8by mbella viruS･$PeCific
a ntibody(X l OOO).(A)10daysP.Ⅰ.;(B)39 day8P.
Ⅰ.
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Abstract
In the course ofstudie son c o nge nital rubella syndr o m e(C RS), the placental-fetal infe cti｡n
Withrubella virus (RV) w as investigated in vitro in t he hu m a n cho rio nic, decidual a nd fetal
tissues obtained by a rtificial abortion fr om n o r mal o r R V-infe cted pregn a nt w o m e nhaving
he magglutination -in hib iting and c om ple m ent-fixing R Va ntibodie s(1:5 1 2and l:1 6).
RV w asisolated fr om cho rionic (CR) a nd fetal(F R)c e11s de riv ed from R V-infe cted pregnant
WO m e n a nd the neutr aiz ation te st disclo s ed that t he antige nic al a nd biological properties were
Sim nar tO those of the sta ndard R Vstrain
) M -3 3･ T hese C Rand F Rcells show ed a consta nt
r eleas e of R Vr a nging betw e e nl O
2 and l O
4 F FU(fo c us for ming u nit)/0.1 ml into the c ｡It｡r｡
m edia a nd a positiv estaining by im m unoflu oresc e nt te chiqu e(I F)ove rl-2 m o nths, Showingthe
R Vpe rsiste nt infe ction in these cells. Ho w ever, de cidu al(D R) c e11s de riv ed from R V-infe cted
pr egn a ntw om en we re n egativein t he R Vprodu ctio n a nd I Fst aining.
T he R V infe ctio nin n o r m al cho rionic ceus(C N)c ultured in vitr o r es ulted in an establishme nt
Of R Vpe rsiste nt infe ctio n but n ot in no r m al de cidu al c ells(D N). Co ntin u o u spr odu ctio nof RV
a nd positive I F st aining w ere also fo u nd in the seR V-PerSistently infe cted C N c ells. In the
expe rim ents ofR V infe ctio n on anOthe r c e山1in e, BeWo c e11s, de riv ed fr om chorionic car cinom a,
R V perSiste nt infection similar tO the abo v e c ases was e asily estab lished･ In ad ditio n, human
Chorionic go n adotropln pr Odu cing a ctivity of BeWo c ells was m arkedly sup pre ss ed du ring a n
early period of the R V infe ctio n, but itgr adu ally r e c o v e r ed to n or ma1 1evels･ In a n atte mpt to
ex arnine apossibility of a ctivatio n of late nt e ndoge n o u sC-ty Pe R N Avir usin the cho rio nic ce11s
by the R V in fectio n a nd to s e eits po sible c a u s ativ e r elatio n to ade v elop m e nt of C R S, r eV erSe
tr an S C riptase activity w as m e a su red. T he a ctivity w as signific a ntly high in a fe w c a se s of the
C ultu r em edia ha rv eSted fro m R V-infe cted C Ro rC Nc ellc ultu re
.
A u these findingsim ply thatthe cho rio nic c ells a r ehighly susc eptible to RV infectio n a ndare
easily corNe rted to the R Vq c a rie r, but the de cidual c e11s a r e n ot. T he true m Ode of tr an S-
pla c e ntal R V in fe ctio n se e ms to proce ed, via a ninfe ction of the cho rionic c ells, tO the sub
-
S equ enteStab ushm ent of the R V- C a rrierstate .
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丁.
風疹 ウ イ ル ス の経胎盤感染 に 関す る研究
Fig. 8.
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